


































































































































































































































































cycle  regulators.  Therefore,  tight  regulation  of  APC/C  activity  plays  a  central  role  in  proper  cell  cycle 
progression. Suppression of APC/C activity during G2‐phase is crucial for entry into mitosis. This is achieved 
1) by Cdk‐dependent phosphorylation of  the APC/C activator  subunit Fzr, which  renders Fzr unable  to 
interact with the APC/C, and 2) by direct inhibition of APC/C‐Fzr by Regulator of Cyclin A1 (Rca1). Previous 






Rca1  affects  the  protein  stability  of  Dap  and  Skp2,  a method  for  the  stability  analysis  of  GFP‐labeled 
proteins during cell cycle progression of S2R+ cells was established. Dap stability was analyzed using a cell 
cycle inactive GFP‐tagged version of Dap that lacks destabilization by CRL4‐Cdt2 during S‐phase (GFP‐Dap‐
dCDI‐dPIPa). Downregulation of  Rca1  activity  by RNAi  resulted  in  upregulation of GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa 
protein levels. Conversely, overexpression of Rca1 stimulated degradation of GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa in an  
F‐box dependent manner. Overexpression of CycE enhanced the interaction between Rca1 and Dap‐dCDI‐
dPIPa,  and  further  destabilized  GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa.  These  studies  indicate  that  SCF‐Rca1  functions 
synergistically with CycE/Cdk2 to target Dap for degradation. Two candidate Cdk phosphorylation sites in 
Dap, S205 and S214, were mutated but these mutations did neither affect the stability nor did they impair 























cell  divisions  fulfill  several  functional  aspects,  such  as  sexual  reproduction,  growth,  development  and 
maintenance of life. During embryonic development, a high number of cells arises from a single founder 





















of  distinct  processes  during  M‐phase  promote 
the  formation  of  two  genetically  identical 
daughter  cells.  The  M‐phase  is  comprised  of 
mitosis  (nuclear  division)  and  cytokinesis  (cell 
division). The two gap phases (G1‐ and G2‐phase) 
prepare  the  cell  for  the  upcoming  phase.  Cell 
growth  takes  place  during  interphase,  which 
includes  G1‐,  S‐  and  G2‐phase.  Cell  cycle 
progression  is  governed  by  three  major 
transitions that function in a switch‐like manner. 
The G1/S  transition  initiates entry  into  S‐phase,
the G2/M transition regulates entry  into mitosis 









to  the  division  of  the  nucleus  and  is  regulated  by  five  consecutive  stages  (prophase,  prometaphase, 
metaphase, anaphase and telophase).  In prophase,  the  first  stage of mitosis,  the sister chromatids are 







final  stage  of  mitosis  occurs  during  telophase,  when  the  mitotic  spindle  is  disassembled,  the  single‐
chromatid  chromosomes  become  decondensed  and  the  nuclear  envelope  is  reformed  around  the 







































are  inactive  alone  and  require binding of  regulatory  subunits,  known as  cyclins,  to become active  (1). 
However, cyclin binding result only in partial activation of Cdks. For complete activity, Cdks must be in a 
particular  phosphorylation  state.  This  is  achieved  by  Cdk‐activating  kinases  (CAKs)  that  stimulate  Cdk 
activity by phosphorylation of a threonine residue adjacent to the kinase active site (T161). Furthermore, 









dependent  kinase  subunits  (Cks).  Cks  are  highly  conserved  small  adaptor  proteins  that  interact  with 
Cyc/Cdk complexes. Due to a phosphate anion‐binding site, Cks proteins are additionally able to associate 
with phosphorylated residues, thereby allowing multi‐phosphorylation of already phosphorylated target 
substrates  (25).  Mammals  possess  two  Cks  proteins,  Cks1  and  Cks2  (26),  whereas  in  Drosophila  Cks 
function is provided by the corresponding homologues Cks85A and Cks30A (27, 28). Another control of 
substrate  recognition  is  achieved  by  subcellular  localization  of  cyclin‐bound  Cdk  complexes  (6).  For 
instance,  E‐type  and A‐type  cyclins  activate  Cdks  in  the  nucleus  (29‐31), while  CycB1,  a  B‐type  cyclin, 



















pombe)/Cdc2  (Saccharomyces  cerevisiae),  and different  cyclins  that are expressed at  specific  cell  cycle 













with  Cdk1  are  required  for  progression  through mitosis  (1,  2,  4‐6).  Although  this  model  of  cell  cycle 
regulation is widely distributed and accepted, studies with Cdk‐knockout mice demonstrated that cell cycle 
progression  in most cell  types does not require the  interphase Cdks, Cdk2, Cdk4 and Cdk6. Only highly 
specialized cell types depend on these Cdk types (2, 4). Cdk2‐null mice are viable and does not reveal any 
cell  cycle defects  in proliferating  cells  (37,  38).  Even  triple  knockout embryos  for  cdk2, cdk4  and cdk6 
developed normally until mid‐gestation, but subsequently died due to heart and haematopoietic defects. 












specific  Cyc/Cdk  complexes  during  cell  cycle 
progression. Upon mitogenic stimulation, Cdk4 and 
Cdk6  complexed  with  D‐type  cyclins  regulate 
progression  through  G1‐phase  (not  shown)  (3). 
CycE/Cdk2  activity  stimulates  entry  into  S‐phase. 





















cell  cycle  through  induction  of  several  signal  transduction  pathways  that  modulate  Cdk  activity. 
Progression through the cell cycle is halted until all failures compromising genomic integrity are completely 
eliminated (4).  
The  DNA  damage  checkpoint  protects  the  cell  from  endogenous  (reactive  cellular  metabolites)  and 
environmental factors (ionizing or ultraviolet radiation, chemicals and drugs) that affect the integrity of 
the genomic DNA. Whenever unreplicated or damaged DNA  is detected, signaling pathways pause cell 
cycle progression,  thereby giving  the  cell  time  to  repair  the damage before  cell  division processes are 
resumed. Cell cycle arrests due to DNA damage occur during G1‐ or G2‐phase (4, 45). Upon successful DNA 
replication,  the  spindle  assembly  checkpoint  that  functions  at  the  metaphase‐to‐anaphase  transition 
ensures proper distribution of sister chromatids during mitosis. Only when all chromosomes are bipolarly 
attached  to  the mitotic  spindle during metaphase, processes  resulting  in  chromosome segregation are 
initiated. This includes the downregulation of Cdk activity, which contributes to the elimination of sister 
chromatid cohesion, thereby allowing the migration of sister chromatids to opposite poles of the cell. As 
long as  the  chromosomes are not  correctly  aligned  to  the mitotic  spindle,  Cdk activity  is  sustained by 
preventing CycB degradation (4).   
2.5 Regulation	of	the	G1‐S	transition	




Entry  into  S‐  or  M‐phase,  respectively,  are 
triggered by different thresholds of Cdk1 activity. 
Threshold  required  for  S‐phase  entry  is 











bind DNA  independently  of  the DP  proteins  (47,  48).  During  early G1‐phase,  E2F  transcription  factors 
interact with members  of  the  pocket  protein  family  (RB,  p107  and  p130)  to  inhibit  transcription  (34). 
Activator E2F proteins are bound and inhibited by RB (49), while the E2F repressor proteins E2F4 and E2F5 
associate with p107 and p130 to form transcriptional repressor complexes (50). In contrast, the repressor 





34).  E2F  repressors  are  replaced by  E2F  activator  proteins,  thereby  inducing  the  transcription of G1/S 
genes, with CycE belonging to the first subset of G1/S proteins that is expressed (53). CycE activates Cdk2 




Upon  transcriptional  activation  of  G1/S  genes,  transcription  is  inactivated  through  several  negative 
feedback loops. Expression of the E2F target gene cyclin A stimulates CycA/Cdk2 activity during S‐phase, 
resulting  in  inhibition  of  the  activator  E2F1  by  phosphorylation  (55).  Both  CycA/Cdk2  and  CycE/Cdk2 
mediate degradation of the cyclin‐dependent kinase inhibitor p27, thereby further enhancing Cdk2 activity 




signals  into  a  bistable  switch  in  response  to  growth  signals.  Here,  a
simplified version of the G1/S switch involving the core components RB and
E2F  is  shown. During G1‐phase, E2F  transcription  factors are bound and 
inhibited by RB. Growth factors induce RB inactivation by CycD/Cdk4 and
CycD/Cdk6,  thereby  releasing  E2F  activity  that  stimulates  entry  into  S‐
phase through transcriptional activation of DNA replication genes. Positive 
feedback  loops  ensure  rapid  accumulation  of  G1/S  gene  products.  E2F
stimulates  its  own  activity  by  directing  its  own  transcription  and  the























Entry  into mitosis  is  triggered by  abrupt  activation of  Cdk1  at  the end of G2‐phase  (1).  Studies  in  the 
mammalian  system  suggest  that  the  release  of  high  Cdk1  activity  is  achieved  through  a  switch‐like 
feedback system that relies on the interplay of Cdk1 regulatory proteins (71). During G2‐phase, mitotic 
Cdk1  is  kept  in  an  inactive  state  by  inhibitory  phosphorylations  on  Tyr15  and  Thr14.  These 
phosphorylations are catalyzed by two kinases, Tyr15 by Wee1 (35) and both Tyr15 and Thr14 by Myt1 
(72). Inhibition of both enzymes drives premature entry into mitosis (73). Before mitosis, members of the 







the  Cdk1  activity  required  for  robust  progression  through  mitosis  (1,  7,  71).  Removal  of  inhibitory 
phosphate  groups  is  regarded  as  initiator  of  the  feedback  system.  Overexpression  of  a  non‐
















component  of  such  a  trigger  mechanism  (1,  77).  CycA2  raises  during  S‐phase  (1,  2,  4‐6)  and  its 
downregulation  resulted  in  a  G2‐phase  arrest  due  to  inhibitory  phosphorylation  on  CycB/Cdk1  (77). 
Furthermore, CycA2/Cdk2 activity was not inhibited upon downregulation of CycB1 expression. Therefore, 






























cell  cycle  progression  (85).  The  ubiquitin  proteasome  pathway  mediates  the  degradation  of  specific 
proteins  and  belongs  to  the  major  proteolytic  mechanisms  in  eukaryotic  cells.  In  this  pathway,  the 
formation of specific polyubiquitin (polyUb) chains on target proteins label them for degradation by the 
26S proteasome (see Figure 6). Ubiquitin (Ub)  is a small protein of 76 residues and  is highly conserved 
among  eukaryotes  (86).  The  attachment  of  monoubiquitin  on  substrates,  a  process  known  as 
ubiquitination,  are  catalyzed  by  a  cascade  of  enzymatic  reactions  that  involve  the  three  enzymes  E1 



























of  an  Ub  adenylate  via  adenylation  of  its  carboxy‐terminal  glycine  residue,  thereby  releasing 
pyrophosphate. Next, the catalytic cysteine in E1 attacks the Ub adenylate, resulting in a covalent E1∼Ub 














The  final  step  in  the  ubiquitination  process  requires  the  action  of  an  E3  enzyme, which  catalyzes  the 




















Polyubiquitinated  proteins,  especially  those  that  are  linked  through  K48,  are  degraded  by  the  26S 
proteasome, which  consists  of  two  sub‐complexes,  the  20S  core  particle  (CP)  and  two  19S  regulatory 
particle (RP). The CP is capped by one or two RPs. The 20S CP is composed of four rings (two outer α‐ and 
two  inner  β‐rings).  Each  ring  consists  of  seven  distinct  subunits,  α1‐α7  and  β1‐  β7,  respectively.  The 
outer α‐rings function as entrance for the substrate and the removal of degraded peptides. The inner β‐
rings provide proteolytic activity by  the β‐subunits β1, β2 and β5. The 19S RP  is divided  into  two sub‐
structures, the base and the lid complex. The lid complex consists of Rpn subunits (Rpn3, Rpn5‐9, Rpn11, 
Rpn12  and  Rpn15).  The  base  complex  contains  six  AAA‐ATPase  subunits  (Rpt1‐Rpt6)  and  non‐ATPase 
subunits  (Rpn1,  Rpn2,  Rpn10  and  Rpn13)  (105,  106).  ATPase  activity  is  necessary  for  unfolding  and 
translocation of the protein to be degraded into the 20S RP, where degradation into short peptides takes 
place  (107). Recognition of polyubiquitinated substrates  is accomplished by  intrinsic  receptors, 19S RP 
subunits (Rpn13, Rpn1, Rpn10, Rpt5 and Rpn15), and extra‐proteasomal shuttle proteins (Rad23, Dsk2 and 
Ddi1)  that  recruit polyubiquitinated substrates  to  the 26S proteasome.  Shuttle proteins associate with 
polyubiquitin chains via their UBA domain, and interact with 19S RP subunits via their UBL domain (108). 







proteasome  (111),  whereas  Uch37  (112)  and  Ubp6  (113)  associate  with  19S  RP  subunits.  Released 












The APC/C  is a multi‐subunit RING‐type E3  ligase that consists of several conserved subunits  (19 subunits, of which 5 exist as 

















by  UBE2S  resulting  in  long  polyubiquitin  chains  that  target  the  substrate  to  the  26S  proteasome  for 























recognition  by  these  co‐activators  occurs  via  specific  degradation  signals  (degrons)  within  the  target 

























the MCC  is  catalyzed  by  several  functional  proteins  (SAC module)  that  are  assembled  on  unattached 
kinetochores  (139).  Briefly,  the  formation  of  the  MCC  complex  is  achieved  by  several  steps.  During 











(143,  144).  Furthermore,  rearrangement  of  Cdc20  promotes  its  own  ubiquitination  and  subsequent 
degradation, which counteracts the continuous expression of Cdc20 (145). 
Some substrates, such as CycA and the NEK2A kinase escape the SAC, and therefore are degraded during 
early  mitosis  when  bipolar  attachment  of  the  chromosomes  to  the  spindle  is  not  yet  accomplished. 







components  to  the  kinetochore  is  inhibited  by  the  phosphatase  PP1  (151).  Formation  of  the MCC  is 
prevented by the removal of SAC components from kinetochores by the minus‐end directed motor protein 
dynein  (152).  Furthermore,  the  MCC  is  disassembled  by  p31,  which  binds  to  Mad2  and  inhibits  its 
activation, thereby releasing free Cdc20 (153). Finally, released Cdc20 together with newly synthesized 





mitotic  substrates  including  CycB1  and  Securin  is  initiated  (115).  Securin  functions  as  inhibitor  of  the 
Separase,  whose  activity  triggers  sister  chromatid  separation  by  cleaving  Rad21,  a  component  of  the 
cohesin complex. Cohesin is a highly conserved multi‐subunit protein complex consisting of four subunits 
(Smc1, Smc3, Rad21 and Scc3) that form a ring‐like structure, which is assembled around sister chromatids 
to  keep  them  together  until  their  separation  (154).  Cleavage of  Rad21  at  the metaphase‐to‐anaphase 
transition breaks the ring‐like structure enabling the mitotic spindle to pull  the sister chromatids apart 
from  each  other  (155).  Degradation  of  CycB1  leads  to  Cdk1  inactivation  and  activation  of  Cdk‐
counteracting  phosphatases,  such  as  PP2A,  PP1  and  members  of  the  Cdc14  family,  which  together 
promote exit from mitosis and cytokinesis (156).  
During  anaphase,  APC/C  activation  is  switched  from  Cdc20  to  Cdh1.  Dephosphorylation  of  Cdh1  and 
APC/C‐Cdc20 mediated degradation of the Cdh1‐interacting protein MAD2L2 stimulates the association of 
Cdh1  with  APC/C  (131,  157,  158).  During  late  mitosis  and  subsequent  G1‐phase,  APC/C‐Cdh1  keeps 
degradation  of  APC/C‐Cdc20  substrates,  such  as  cyclins,  but  also  mediates  degradation  of  further 
substrates including Cdc20, Plk1 and Aurora kinases and Geminin (159). Plk1 plays an important role in the 






several mechanisms.  Activation  of  Cdk2  by  CycE  and  CycA  stimulates  phosphorylation  of  Cdh1, which 
















substrate  interaction  domains  other  than  WD‐40  repeats  or  LRRs  (171‐173).  The  specificity  of  SCF 
complexes to certain substrates is regulated at the level of substrate recruitment (170). In most cases, this 







phosphorylated  target  substrate  p27  is  mediated  by  Cks1,  which  was  initially  identified  as  accessory 
subunit  for Cdk kinases  (174‐176). Modification of  the  substrate  is not always necessary. For  instance, 












protein  exchange  factor  that  drives  assembly  and  disassembly  of  SCF  complexes  dependent  on  the 
presence of target substrates. Activation of SCF complexes requires the Ubc12 catalyzed neddylation of 
the  ubiquitin‐like  protein  Nedd8  on  Cul1.  When  substrates  are  depleted  and  SCF  complexes  are  not 
associated with their target substrate, neddylation is reversed by the COP9 signalosome. Cand1 interacts 




























cycle,  SCF‐β‐TRCP promotes  the degradation of growth  inhibitors  (for  instance Wee1), whereas during 




During  cell  cycle  progression,  Cdk  activity  is  regulated  by  cyclin‐dependent  kinase  inhibitors  (CKI).  In 







(189).  The  CIP/KIP  CKIs  are  differentially  expressed  during  cell  cycle  progression  and  control  different 









specific  tissues  and  plays  a  prominent  role  during  embryogenesis  (188).  Loss  of  p57  in mice  embryos 
caused hyperplasia in several tissues and cells failed to differentiate due to uncontrolled cell proliferation 
(195).  p57  is  also  upregulated  upon  serum  starvation  (196)  and  is  mainly  present  in  terminally 
differentiated cells to promote exit from the cell cycle (197). Progression through the cell cycle requires 
downregulation  of  CKI  activity.  Several  E3  ligases mediate  degradation  of  the  different  CIP/KIP  family 
members during specific cell cycle stages.  SCF‐Skp2 becomes active at the G1/S transition and targets all 
three CKI proteins, p21, p27 and p57, for degradation during S‐ and G2‐phase (182‐184). Recognition of 



























CycE/Cdk2  inhibitor,  overexpression  of  Dap  blocked  entry  into  S‐phase  in  cells  posterior  to  the 














such as midgut, ovarian  follicle cells and salivary glands. Based on mathematical model  studies,  it was 
shown that Dap degradation during S‐phase is required for adjustment of the G1‐phase length to allow 
proper oscillation of CycE activity during endocycle progression (214).      
Beside  CRL4‐Cdt2,  Dui  et  al.  presented  evidence  that  the  E3  ligase  SCF‐Skp2  also  targets  Dap  for 
degradation to ensure proper cell cycle progression. The F‐box protein Skp2 interacted with Dap and Dap 
protein levels were dependent on Skp2 activity. While Skp2 overexpression reduced Dap protein levels, 
Dap  protein  levels  were  increased  by  RNAi  against  skp2  in  extracts  of  S2  cells  and  in  extracts  of  the 
Drosophila eye tissue. The same regulation of Dap stability by Skp2 was observed in wing imaginal discs. 
Furthermore, Skp2 stimulated Dap polyubiquitination in vivo. In addition, skp2 and dap have been shown 
to  interact  genetically  since developmental  defects  during eye and wing development  caused by  skp2 































APC/C‐Cdh1  (167,  169,  219,  220).  However,  the  interaction  between  APC/C‐Cdh1  and  Emi1  is  much 
stronger  than  it  is  the  case  for  APC/C‐Cdc20  (169).  In  vivo  studies  in  Xenopus  egg  extracts  have 
demonstrated  the essential  role of Emi1  in proper cell  cycle progression. Removal of Emi1  in Xenopus 
cycling extracts failed to enter mitosis due to permanent APC/C‐Cdc20 mediated degradation of CycB1 
during interphase (219). Overexpression of Emi1 prevented degradation of mitotic cyclins, which resulted 







C‐terminal  domain  (Emi1‐CT)  (219).  Emi1 harbors  several  functional  domains,  of which most  reside  in 




structural  insights  in  combination  with  several  different  in  vitro  ubiquitination  assays  uncovered  the 



























it  is conceivable that Emi1 does not only  function as APC/C‐Cdh1  inhibitor during  interphase and early 
mitosis, but itself can also be a target substrate of APC/C. However, the mechanisms that trigger the switch 







tail  completely  eliminated  the  ability  of  Emi1  to  inhibit  the  Ube2S‐catalyzed  polyubiquitination  of  an 
ubiquitin linked APC/C target substrate in vitro (117).  
In comparison to Emi1‐CT, Emi1‐NT does not bind APC/C‐Cdh1 (220). This agrees with the inability of Emi1‐







Recognition  of  βTrCP  substrates  requires  phosphorylation  of  both  serine  residues  within  the  degron 
sequence  (226).  In  Emi1,  the  βTrCP  degron  is  phosphorylated  by  Plk1, whose  activity  is  enhanced  by 
CycB/Cdk1, which drives phosphorylation of one or  several  S‐P consensus  sites  in  Emi1‐NT  (222, 227). 
Overexpression of a non‐degradable Emi1 mutant carrying a mutated βTrCP degron caused a mitotic arrest 
in  prometaphase,  which was  accompanied  by  severe mitotic  defects,  including  spindle  abnormalities, 
chromosome  overcondensation  and  centrosome  overduplication  (225).  During  S‐  and  G2‐phase,  SCF‐
















mutant  embryos  failed  to  perform  this  final  division,  and  therefore  exhibited  a  reduced  number  of 
epidermal cells. Some of these cells initiated endoreduplication indicating that loss of either Rca1 or CycA 
drives conversion of a mitotic cycle to an endoreduplication cycle. This is supported by the observation of 










CycA  and  CycB  protein  levels  were  strongly  reduced  before  mitosis  16  when  compared  to  wildtype 
embryos. However, only overexpression of CycA, but not CycB, suppressed the rca1 mutant phenotype 
indicating  that CycA  is  the  limiting  factor  for entry  into mitosis. CycA  levels were also  reduced  in  rca1 
mutant  clones  that were  generated  in wing  imaginal  discs.  Furthermore,  these  cells  exhibited  growth 

















of  CycA,  thereby  preventing  premature  S‐phase  induction  (230).  Consequently,  epidermal  cells  in  the 
terminal  G1‐phase  lack  both  Rca1  and  CycA  (231).  Live  cell  imaging  analyses  in  S2R+  cells  have 
demonstrated that Rca1 behaves like an APC/C‐Fzr substrate during G1‐phase suggesting that APC/C‐Fzr 









analyses  of  wing  imaginal  discs  have  revealed  that  the  F‐box  stimulates  transition  into  S‐phase. 
























in rca1[2] mutants  (231). Thus,  the F‐box  function becomes essential at endogenous expression  levels, 
while overexpression makes the F‐box indispensable for entry into mitosis.  








































































containing  co‐precipitated  proteins  were  excised  from  the  gel  and  subjected  to  LC‐MS/MS  analysis,  as  shown  (grey  boxes). 













































necessarily  caused  by  a  direct  interaction  of  4XFLAG‐Rca1  with  CycE  or  Cdk2  or  both.  A more  direct 
interaction between Rca1 and Dap is suggested by the presence of Rca1 in the 4XFLAG‐Dap‐dCDI‐dPIPa 
precipitate  (see  Figure  12C).  This Dap  version  can  not  bind  to  CycE/Cdk2  anymore  indicating  that  the 
interaction between Rca1 and Dap occurs independently of CycE/Cdk2 binding. In addition, the precipitate 
also contained the SCF component SkpA. Taken together, the identified proteins in the precipitates provide 
a model,  in which an SCF‐Rca1 complex binds and  labels  substrates  for degradation, with Dap being a 





























from  the middle  to  the  high molecular weight  region were  detected  indicating  that  polyubiquitinated 

























the  identification of several  target substrates of known F‐box proteins  (246). To see, whether this also 
accounts for Rca1, its ability to interact with polyubiquitinated Dap was investigated (see section 3.2.2). 












Figure  16  |  Polyubiquitinated 
substrates  bind  Rca1  in  an  F‐box 
dependent manner 
4XFLAG  tagged  Ubiquitin  (6XHIS‐
4XFLAG‐Ub)  and  3XHA‐Rca1  were 
overexpressed  in  S2R+  cells. 
Precipitation  of  6XHIS‐4XFLAG‐Ub 











Yeast  Dsk2  and  Rad23  belong  to  the  family  of  proteins  that  harbor  an  UBA  domain.  These  proteins 
recognize  K48‐linked  polyubiquitin  chains  on  proteins  and  target  them  to  the  26S  proteasome  for 
degradation (247). Interaction studies with minimal UBA domains of the human homologues UQ1 (Dsk2) 
and hHR23A (Rad23) have shown that they bind polyubiquitin chains with high affinity (245). Fusion of the 
Dsk2/Rad23‐UBA  domain  to  F‐box  proteins  of  known  SCF  complexes  specifically  trapped  their 
polyubiquitinated target substrates. This method, named “Ubiquitin Ligase Substrate Trapping”, allowed 
the  identification  of  several  so  far  unreported  SCF  target  substrates  (246).  Since  Rca1  is  believed  to 
function as part of an SCF complex to label Dap for degradation (see section 3.1), it was assessed, whether 
























The  absent  of  polyubiquitin  conjugates  in  the  precipitates  contradicts  the  assumption  that  SCF‐Rca1 
stimulates  the  formation  of  polyubiquitin  chains  on  Dap.  However,  several  circumstances  might  be 
responsible for this negative result. Only low amounts of HA‐NLS‐GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa were detected in 
the 4XFLAG‐Rca1 precipitate making it likely impossible to identify a subset of polyubiquitinated proteins. 
Furthermore,  it  is not known whether  the  fused UBA domains are actually able  to  recognize and bind 
polyubiquitin chains. And even when this  is  the case,  structural  conditions might prevent  the  trapping 















An  F‐box  dependent  interaction  between  3XHA‐Rca1  constructs  containing  different  F‐box  mutations  (see  Figure  13A)  and 
















According  to  the  result  interpretation  of  the  co‐IP  experiment  shown  above,  the  dFbox‐full mutation 
affects Dap binding, whereas the dFbox mutation does not. However, the expression level of 3XHA‐Rca1‐
dFbox and wildtype 3XHA‐Rca1 were too different to make any clear conclusions. Thus, the influence of 
the  dF‐box  mutation  on  Dap  binding  was  repeated  by  using  another  co‐IP  approach,  in  which  the 

























when CycE/Cdk2 activity was  increased by overexpression of HA‐CycE. The  interaction was analyzed  in 
SR2+ lysates by co‐IPs (see Figure 21B). 






analyzed  by  co‐IPs  using  S2R+ 
lysates.  In  comparison  to 
4XFLAG‐Rca1,  binding  to  HA‐
NLS‐GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa  is  not 
reduced  when  the  F‐box  is 
broadly  deleted,  as  in  4XFLAG‐
Rca1‐dFbox  (see  Figure  13A). 



















The  amount  of  co‐precipitated  HA‐NLS‐GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa  upon  precipitation  of  4XFLAG‐Rca1  was 
strongly  increased when HA‐CycE was overexpressed, suggesting that CycE/Cdk2 activity stimulates the 




























Loss  of  both  conventional  S‐P  Cdk  phosphorylation  sites  in  4XFLAG‐Dap‐dCDI‐dPIPa  did  not  affect  the 
interaction with  3XHA‐Rca1  indicating  that  phosphorylations  at  these  sites  are  not  essential  for  Rca1 
recruitment. This was unexpected, since overexpression of CycE/Cdk2 has been shown to stimulate the 














































Interaction  analyses  were  performed  in  S2R+  cell  lysates  by  co‐IPs  (see  Figure  26A).  Precipitation  of 


































S2R+  lysates by  co‐IPs.  (A)  Schematic  illustration of  the N‐terminal part  of Dap  that  contains  the PIP‐degron. The PIP‐degron 































that  bring  Dap  and  Rca1  together.  To  test  this  hypothesis,  Dap  constructs  carrying  a  mutated  RXXL 
sequence were analyzed for their ability to bind Rca1 constructs in S2R+ lysates by co‐IPs (see Figure 29). 

















4XFLAG‐Rca1  and  HA‐NLS‐GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa(‐R194A).  Both  HA‐NLS‐GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa  and  HA‐NLS‐GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa‐
R194A were equally  co‐precipitated with 4XFLAG‐Rca1.  (B)  Co‐IP between 4XFLAG‐Dap‐dCDI‐dPIPa(‐R194A‐L197A) and 3XHA‐
Rca1. The interaction between 3XHA‐Rca1 and 4XFLAG‐Dap‐dCDI‐dPIPa‐R194A‐L197A was strongly reduced when compared to 
4XFLAG‐Dap‐dCDI‐dPIPa. Dashed lines indicate omitted lanes. 
Even  though  different  co‐IP  approaches were  used,  it was  concluded  that  the  AXXA  double mutation 






co‐activators  Cdc20/Fzy  and Cdh1/Fzr,  Fzy  and  Fzr  are  likely  not  required  to  stimulate  the  interaction 
between Rca1 and Dap. 
3.2.9 Central	region	in	Rca1	is	required	for	Dap	binding	






















































In  vivo  APC/C‐Fzr  activity  assays  were  used  to  validate  the  hypothetical  model,  in  which  SCF‐Rca1 
stimulates APC/C‐Fzr inhibition by targeting the CycE/Cdk2 inhibitor Dap for degradation (see Figure 32). 
This  assay  is  based on  the  co‐expression of  a  cell  cycle  inactive CycB construct  that  consists of  the N‐
terminal part of CycB tagged with HA‐NLS and followed by 2XGFP, HA‐NLS‐CycB‐N285‐2XGFP (CycB‐N285‐
















Rca1  (blue)  inhibits  APC/C‐Fzr  activity  1)  directly  ZBR 
dependent, and 2)  indirectly F‐box dependent as part of an













Figure  33  |  RNAi  treatment  against  rca1,  but  not  dap,  affects 
APC/C‐Fzr inhibition in G2‐phase 
In vivo APC/C activity assays were used to analyze the impact of Rca1 
and Dap  activity  on  APC/C‐Fzr  inhibition  in  G2‐phase.  The  APC/C 
sensor HA‐NLS‐CycB‐N285‐2XGFP (CycB‐N285‐2XGFP) and cell cycle 
stable HA‐NLS‐3XCherry (3XCherry) were co‐expressed in S2R+ cells. 
Cell  cycle  stages  were  identified  by  staining  cells  with  the 
fluorophore Hoechst 33342. Fluorescent cells were analyzed by flow 
cytometry. (A) Degree of APC/C‐Fzr inhibition was quantified by the 
ratio GFP&Cherry  (green) / Cherry  (red) cells  in G2‐phase  (vioelet 
numbers).  Cells  were  treated  with  dsRNA  against  rca1‐UTR  (40 
nM)/dap‐CDS  (10 nM), as  indicated. A single dataset  is shown  for 
illustration. Cells in G1‐phase (‘G1’) and cells in G2‐phase (‘G2’) are 
indicated by  lines below the histograms. Here,  it should be noted 
that  the  described G1‐/G2‐phase  cells  also  consist  of  S‐/M‐phase 
cells.  However,  the  portion  of  these  cells  is  very  low,  and  was 
therefore  ignored.  In wildtype cells, APC/C‐Fzr  is kept  inactive  (52 
%).  Downregulation  of  Rca1  activity  results  in  loss  of  APC/C‐Fzr 
inhibition  (20 %). Treatment with dsRNA dap‐CDS does not affect 
APC/C‐Fzr  activity  (48  %).  (B)  RNAi  experiments  were  repeated 
several times on different days. Change of APC/C‐Fzr inhibition in G2 
is illustrated as log2 fold change. Bars and error bars indicate mean 
























only  co‐transfected with CycB‐N285‐2XGFP and 3XCherry.  The  fold  change of APC/C‐Fzr  inhibition was 













The ZBR  region  in Rca1  is  absolutely  required  for APC/C‐Fzr  inhibition  in G2‐phase  to allow entry  into 
mitosis  (230, 231, 235). rca1 mutants that  lack  the F‐box were not able to enter mitosis 16  (235, 236) 
suggesting that the F‐box in Rca1 is also implicated in APC/C‐Fzr inhibition. To elucidate the efficiency of 
the  ZBR  and  F‐box  to  drive  APC/C‐Fzr,  Rca1  constructs  mutated  for  the  ZBR  and/or  F‐box  were 
overexpressed in S2R+ cells and tested for their ability to inhibit APC/C‐Fzr activity (see Figure 34). To avoid 
background effects derived from endogenous Rca1, its expression was silenced by using dsRNA rca1‐UTR 








































box  to mediate  full  APC/C‐Fzr  inhibition  in  G2‐phase.  Bars  and  error  bars  indicate mean  +/‐  SEM  (‘n’  represents  number  of 
independent experiments). Statistical significance was evaluated with one‐tailed Student t‐test, ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 
0.05.   
Loss of  the  F‐box  significantly  reduced APC/C‐Fzr  inhibition  in G2‐phase when  compared  to  full‐length 
4XFLAG‐Rca1, which was almost twice as efficient in inhibiting APC/C‐Fzr activity. The same was observed 
for 4XFLAG‐Rca1‐M182T that contains a point mutation inside the F‐box region. Disruption of the ZBR by 
C351S  in  4XFLAG‐Rca1‐C351S  also  reduced  the  ability  to  inhibit  APC/C‐Fzr  activity.  F‐box  and  ZBR 
mutations failed to drive APC/C‐Fzr inhibition to the same extend. Loss of both ZBR and F‐box in 4XFLAG‐
Rca1‐dFbox‐C351S completely abolished the ability to inhibit APC/C‐Fzr.  
To  exclude  that  different  expression  levels  of  the  tested  Rca1  constructs  were  responsible  for  the 
differences  in  APC/C‐Fzr  inhibition,  expression  plasmids  encoding  these  constructs  were  transiently 
transfected  into  S2R+  cells.  The  gene  for  3XCherry  expression  was  additionally  present  on  the  same 
plasmid  and  served  as  reference. Upon expression,  the  constructs were  analyzed  for  their  stability by 



















to  inhibit  APC/C‐Fzr.  Since  the  construct  pairs  4XFLAG‐Rca1/4XFLAG‐Rca1‐dFbox  and  4xFLAG‐Rca1‐
C3531S/4XFLAG‐Rca1‐dFbox‐C351S  did  exhibit  the  same  protein  stability,  it  was  concluded  that  their 















































does  not  enable  assembly  of  SCF‐Rca1  complexes. When  the  F‐box  mediates  APC/C‐Fzr  inhibition  by 


















Fzr  inhibition  (see  Figure  36).  Repetition  of  the  experiments  confirmed  the previous  results  that  have 
shown that the F‐box downregulates Dap activity to stimulate APC/C‐Fzr inhibition (see Figure 40). When 
Rca1 constructs with an intact F‐box were overexpressed, such as 4XFLAG‐Rca1 and 4XFLAG‐Rca1‐C351S, 
















RNAi  treatment against dap. Assays were performed as described  in  Figure 39. Experiments were  repeated  several  times on 
different days. Change of APC/C‐Fzr inhibition in G2‐phase upon dsRNA dap‐CDS is illustrated as log2 fold change. dsRNA dap‐CDS 
did  not  affect  APC/C‐Fzr  inhibition,  when  full‐length  4XFLAG‐Rca1  was  overexpressed.  However,  APC/C‐Fzr  inhibition  was 








































3XCherry  is  stable  throughout  the  cell  cycle,  and  therefore  served  as  reference  for  protein  stability 
analyses. Cells were additionally treated with the DNA fluorophore Hoechst 33342 to analyze their DNA 
content, which  gives  information  about  their  cell  cycle  stage.  Fluorescent  cells were  analyzed  by  flow 
cytometry. The method applied for evaluation of protein stabilities including the preparation of the flow 
cytometric data  is described  in detail  in  this  section.  In general,  the analysis of GFP‐tagged constructs 
required cells expressing GFP alone and 3XCherry. (see Figure 41).  
 






S2R+  cells  were  transiently  transfected  with  an 
expression plasmid (HA‐NLS‐GFP_3XCherry) encoding 
for both HA‐NLS‐GFP (GFP) alone and 3XCherry. These 
cells  were  required  to  define  the  subpools  of 
fluorescent cells that are suitable for protein stability 
analyses  of  GFP‐tagged  constructs.  Flowcytometric 




detection  of  cells  expressing  GFP.  Background  GFP 
signals, as seen in non‐transfected cells, are excluded. 
The same accounts for the Cherry gate (red rectangle). 
Low  Cherry  signals  were  discarded  by  shrinking  the 
gate  (arrows)  until  the  amount  of  Cherry  cells  was 
equally to the amount of GFP cells. Based on this setup 
of  gates,  protein  stability  of  any  GFP  construct was 






































Transfection efficiencies  can  greatly  vary depending on  the expression plasmid.  Thus,  it was  assessed, 













In  order  to  reveal  the  range  of  transfection  rates  that  still  gives  reliable  results  according  to  protein 
stabilities, several datasets including cells expressing GFP alone and 3XCherry with different transfection 
rates were analyzed (see Figure 42B). A relative change of the transfection rate up to 20 % did not greatly 







in  this  thesis.  To  produce  reliable  results,  the  protein  stability  of  a  GFP‐tagged  construct  was  only 






























GFP  reference,  whose  protein  stability  value  is  “1”  (see  Figure  43A,  left  histogram) was  used  for  the 
calculation of the fold change. Thus, in such cases, the fold change equals the calculated protein stability 








The  protein  stability  of  Dap  was 
analyzed in S2R+ cells by using the cell 
cycle  inactive Dap construct HA‐NLS‐
GFP‐Dap‐dCDI  (dCDI:  deletion  of  the 
CycE/Cdk2  binding  motif).  (A)  The 
pool  of  GFP  and  Cherry  fluorescent 
cells used for analysis was defined by 
cells  expressing  HA‐NLS‐GFP  (GFP) 
alone  and  3XCherry,  as  described  in 
Figure  41.  For  GFP‐Dap‐dCDI,  the 
protein  stability  value  was  strongly 
reduced  (0.3)  indicating  that  Dap  is 
unstable during cell cycle progression. 
(B) Stability analysis of GFP‐Dap‐dCDI 
was  repeated  several  times  on 
different  days.  Protein  stability  is 
presented  as  log2  fold  change 
compared  to  GFP  alone.  Bars  and 
error bars indicate mean +/‐ SEM (‘n’ 






























B  =  K/R)  are  highlighted  (red  residues).  In  GFP‐Dap‐dCDI‐6A,  essential  residues  in  the  PIP‐degron  are  mutated  to  alanine 
























of  the N‐terminal part of  the PIP‐degron, as well  as mutations of  essential  residues of  the PIP‐degron 
consensus sequence greatly stabilized Dap. Thus, the protein stability analyses demonstrate that CRL4‐
Cdt2 targets Dap for degradation during S‐phase. However,  the fact that deletion of the complete PIP‐
degron  completely  stabilized  the  Dap  construct  let  suggest  that  either  part  of  the  PIP‐degron  is  still 
functional or, more likely, that CRL4‐Cdt2 is not the only E3 ligase that mediates Dap degradation. 
Figure  45  |  Protein  stability 
analysis of GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa 
As an example, a single dataset for 
the  protein  stability  analysis  of 
GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa  is  shown. 

























































analyzed  upon  downregulation  of  CRL4‐Cdt2 
activity,  which  was  achieved  by  treatment  with 
dsRNA dsRNA cul4‐Ex10 (40 nM). As control, bla‐CDS
(40 nM) was used. Addition of dsRNA bla‐CDS did not 
show  any  effect,  whereas  dsRNA  cul4‐Ex10
significantly  stabilized  GFP‐Dap‐dCDI.  Color 
represent  relative  protein  stability:  very  unstable 
(green)  and  unstable  (yellow).  Bars  and  error  bars 
indicate  mean  +/‐  SEM  (‘n’  represents  number  of 
independent  experiments).  Statistical  significance 
was  evaluated with  one‐tailed Student  t‐test,  *P < 
0.05.  
Figure  48  |  N‐terminal  deletion  of  the  PIP‐
degron in Dap eliminates CRL4‐Cdt2 mediated 
degradation 
As  described  in  Figure  47,  the  same  was 




cul4‐Ex10  and  not  affected  by  dsRNA  bla‐CDS. 
Bars and error bars  indicate mean +/‐ SEM (‘n’ 


























The  RXXL  sequence was  either mutated  by  changing  arginine  to  alanine  (AKRL),  or  by  replacing  both 
essential residues, arginine and leucine to alanine (AKRA). Both GFP‐Dap‐dCDI‐R194A and GFP‐Dap‐dCDI‐



























Figure  50  |  APC/C‐Fzr  activity  does  not  stimulate  Dap 
degradation 
Protein stability of Dap‐dCDI‐dPIPa was analyzed in S2R+ cells 
under  increased  APC/C‐Fzr  activity  by  overexpression  of 
4XFLAG‐Fzr. Dap‐dCDI‐dPIPa protein levels were not affected 
by 4XFLAG‐Fzr  indicating that Dap  is not an APC/C‐Fzr target 












Rca1  activity  was  increased  by  overexpression  of  4XFLAG‐Rca1  (see  Figure  51A).  GFP‐Dap‐dCDI  was 
destabilized  in  presence  of  overexpressed  4XFLAG‐Rca1.  This  was  not  the  case  when  the  F‐box  was 
deleted, as  in 4XFLAG‐Rca1‐dFbox or 4XFLAG‐Rca1‐dFbox‐full  (see Figure 34 for  illustration of the Rca1 
constructs). The same was observed when GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa was used for analysis instead (see Figure 






4XFLAG‐Rca1.  In  contrast,  overexpression  of  4XFLAG‐Rca1‐dFbox  and  4XFLAG‐Rca1‐dFbox‐full,  both  lacking  the  F‐box  (for 
illustration see Figure 34) did not affect protein stability. (B) The same, as described in (A) was observed for GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa 
that carries a non‐functional PIP‐degron, and therefore is not targeted for degradation by CRL4‐Cdt2. Thus, Rca1 downregulates 





















require  their phosphorylation  (170).  Indeed,  the  interaction between 4XFLAG‐Rca1 and GFP‐Dap‐dCDI‐






Figure  52  |  Downregulation  of  Rca1  activity 
stabilizes Dap 
The  protein  stability  of  GFP‐Dap‐dPIPa  was 
analyzed  upon  downregulation  of  Rca1  activity. 
This  was  achieved  by  treating  cells  with  dsRNA 
either against the UTR region of rca1 (rca1‐UTR, 40 
nM) or against its coding region (rca1‐CDS, 5 nM). 
Dap  protein  levels  were  not  affected  by  dsRNA 
rca1‐UTR.  However,  addition  of  dsRNA  rca1‐CDS
resulted  in  great  stabilization  of  GFP‐Dap‐dPIPa 
indicating  that  Rca1  stimulates destabilization of 
Dap.  Color  represent  relative  protein  stability: 
unstable (yellow) and stable (red). Bars and error 
bars  indicate  mean  +/‐  SEM  (‘n’  represents 




























analyzed  in  S2R+  cells  upon  overexpression  of 
HA‐CycE.  HA‐CycE  overexpression  significantly 
destabilized GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa. Bars and error 
bars  indicate  mean  +/‐  SEM  (‘n’  represents 
number  of  independent  experiments).  Color 
represent relative protein stability: very unstable 
(green)  and  unstable  (yellow).  Statistical 
significance  was  evaluated  with  one‐tailed 














Dap‐dCDI‐dPIPa  by  HA‐CycE  was  obscured  when  4XFLAG‐Rca1‐C351S  was  overexpressed.  To  assess, 
whether loss of the ZBR impaired SCF‐Rca1 activity, 4XFLAG‐Rca1‐dFbox‐C351S lacking both the F‐box and 

























































turn off SCF‐Rca1 mediated degradation,  resulting  in stabilization of Dap. To  test  this, GFP‐tagged Dap 
constructs with N‐terminal truncations that were already used for Rca1 interaction studies (see Figure 25) 
were analyzed for their stability in S2R+ cells (see Figure 57). CRL4‐Cdt2 dependent degradation during S‐










Rca1 was  found  in  complex with SCF  components and Skp2  suggesting  that  SCF‐Rca1  targets  Skp2  for 








of  the  Dap  constructs  see  Figure  25).  The  protein 
stability  of  GFP‐Dap‐Del‐1‐53‐dCDI‐dPIPa  and  GFP‐
Dap‐Del‐1‐125‐dPIPa  lacking  the  first  53  or  125 
residues, respectively, was compared with full‐length 
GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa.  Complete  stabilization  was 
already achieved by deletion of the first 53 residues. 
Bars  and  error  bars  indicate  mean  +/‐  SEM  (‘n’ 
represents  number  of  independent  experiments). 
Color  represent  relative  protein  stability:  unstable 
(yellow)  and  stable  (red).  Statistical  significance was 







GFP‐Skp2  was  greatly  destabilized  when  HA‐CycE  was  overexpressed  demonstrating  that  CycE/Cdk2 
activity promotes Skp2 degradation. These data suggest that Skp2 is another SCF target substrate.  
3.4.4.2 Skp2	stability	does	not	depend	on	Rca1	
Since  CycE/Cdk2  activity  downregulates  Skp2  (see  section  3.4.4.1),  Skp2 might  be  a  typical  SCF  target 
substrate. The fact that Skp2 was identified as interaction partner of Rca1 suggests that SCF‐Rca1 targets 







Figure  58  |  CycE/Cdk2  activity  downregulates 
Skp2 protein levels 




activity  destabilizes  Skp2.  Bars  and  error  bars 
indicate mean +/‐ SEM (‘n’ represents number of 
independent  experiments).  Color  represent 
relative  protein  stability:  very  unstable  (green) 
and  stable  (red).  Statistical  significance  was 
evaluated  with  one‐tailed  Student  t‐test,  *P  < 
0.05.  
Figure  59  |  Rca1  activity  does  not 
stimulate Skp2 degradation 
The  protein  stability  of  GFP‐Skp2  was 
analyzed  upon  overexpression  of 
4XFLAG‐Rca1  or  4XFLAG‐Rca1‐dFbox 
that  lacks  the  F‐box  domain  (for 
illustration see Figure 35). The GFP‐Skp2 
protein  level  was  not  affected  by  the 
Rca1  constructs.  Bars  and  error  bars 



















and  a  FLAG‐tagged  version  of  Ubiquitin  for  detection  of  polyubiquitin  conjugates  (6XHIS‐4XFLAG‐
Ubiquitin).  Rabbit  reticulocyte  lysate  that  was  supplemented  with  these  components  stimulated 
polyubiquitination  of  the  purified  APC/C‐Fzr  target  substrate  Geminin‐10XHA‐6XHIS.  Next,  multiple 
attempts were made to purify active Drosophila APC/C‐Fzr for functional Rca1 analyses. However, GFP‐
Cdc16 precipitate obtained from transgenic Drosophila embryos did not release any ubiquitination activity 
in the rabbit reticulocyte  lysate, whose  internal  ligase activity was suppressed by NEM/DTT treatment. 
Ligation activity was also not stimulated by addition of in vitro translated 4XFLAG‐Fzr suggesting that the 
precipitate  did  not  contain  a  functional  APC/C  complex.  Therefore,  further  approaches  resulting  in 
purification of active APC/C‐Fzr were tried in this thesis. Transgenic S2R+ cell line expressing Cdc16‐MYC‐
TEV‐GFP  (Cdc16‐GFP)  or  GFP  alone  as  negative  control  were  established.  Subsequently,  these  GFP 
precipitates were  applied  for  in  vitro  ubiquitination  assays  that were  performed  in  an  ATP‐containing 
ubiquitination buffer (see section 3.5.3). In addition, ligase activity was analyzed when GFP precipitates 
were  incubated with  in  vitro  translated  4XFLAG‐Fzr  or  baculovirus‐expressed  6XHIS‐TEV‐FLAG‐Fzr  (see 
section 3.5.2), respectively.   
Figure 60 | Rca1 does not stimulate Skp2 
degradation  in  presence  of  high 
CycE/Cdk2 activity  
The  protein  stability  of  GFP‐Skp2  was 
analyzed  upon  overexpression  of 
4XFLAG‐Rca1  or  4XFLAG‐Rca1‐dFbox  in 
presence  of  high  CycE/Cdk2  activity, 
which was achieved by overexpression of 
HA‐CycE.  GFP‐Skp2  protein  levels  were 
not  downregulated  by  the  Rca1 
constructs.  Bars  and  error  bars  indicate 
mean +/‐ SEM (‘n’ represents number of 
independent  experiments).  Color 







APC/C  activity  requires  association  with  one  of  the  two  activator  subunits,  Fzy  or  Fzr  (251).  In  vitro 
ubiquitination assays were used to analyze vertebrate APC/C activity in vitro (131, 254). In these assays, 






















the  nucleus  into  the  cytoplasm.  Next,  the  Fzr  construct,  6XHIS‐TEV‐NES‐FLAG‐Fzr was  expressed  from 
baculovirus‐infected SF21  insect cells and tested for solubility (Figure 61B). The  integrated density (the 
product of area and mean gray value) was used  to determine  the portion of soluble protein  (data not 
shown). For both, 6XHIS‐TEV‐FLAG‐Fzr and 6XHIS‐TEV‐NES‐FLAG‐Fzr, the same relative soluble portion of 
35 % was  calculated  indicating  that  the  NES‐tag  did  not  improve  the  extraction  of  the  Fzr  construct. 
Nevertheless, the relative amount of soluble 6XHIS‐TEV‐FLAG‐Fzr was regarded as sufficient to perform a 
































Both  GFP  constructs  were  expressed  from  the  polyubiquitin  promoter.  Using  these  cell  lines,  GFP 
precipitates were obtained using anti‐GFP antibodies. It was assumed that precipitation of Cdc16‐GFP, but 
not GFP results in co‐precipitation of functional APC/C. Precipitates were incubated with in vitro translated 







precipitate  that  was  not  pre‐incubated  with  either  of  the  expressed  Fzr  constructs.  However,  pre‐
incubation with baculovirus‐expressed 6XHIS‐TEV‐FLAG‐Fzr revealed weak ubiquitination activity, and a 
relatively  high  amount  of  ubiquitin  conjugates  of  Geminin‐10XHA‐6XHIS  was  detected  with  in  vitro 
translated 4XFLAG‐Fzr.  
The fact that the Cdc16‐GFP precipitate stimulated strong ubiquitination of the Geminin construct when 
pre‐incubated  with  in  vitro  translated  4XFLAG‐Fzr  demonstrates  that  functional  APC/C  complexes  co‐
precipitated with Cdc16‐GFP. Thus,  the established Cdc16‐GFP  transgenic  cell  line  can be used  for  the 
isolation of Drosophila APC/C, which provides the opportunity to analyze APC/C‐Fzr inhibition by Rca1 in 
more detail. 




cells.  (A)  4XFLAG‐Fzr  was  in  vitro
translated  in rabbit  reticulocyte  lysate. 
(B)  6XHIS‐TEV‐FLAG‐Fzr  purified  from 
baculovirus‐infected  SF21  cells.  Fzr 
constructs were subjected to SDS‐PAGE 









ubiquitination  buffer,  as  indicated.  Precipitates  were  obtained  from  transgenic  S2R+  cell  lines.  Precipitates were  either  pre‐
incubated with  in vitro  translated 4XFLAG‐Fzr or baculovirus‐expressed 6XHIS‐TEV‐FLAG‐Fzr, as shown. The amount of  the Fzr 
construct used  for  incubation corresponds  to  the amount of protein detected  in Error! Reference source not  found.A and B. 
Ubiquitination activity was quantified by the APC/C target substrate Geminin‐10XHA‐6XHIS. Ubiquitin conjugates were detected 
by anti‐HA antibodies. Presence of Cdc16‐GFP was verified by additional staining with anti‐GFP antibodies. Ligase activity provided 




















of protein stabilities during cell  cycle progression  (see section 3.4). Since our workgroup  is  focused on 















stability,  the  ratio  of GFP‐  to  Cherry‐fluorescent  cells was  calculated  resulting  in  a  value  between  “0” 
(totally unstable) and “1” (totally stable). First, the stability of GFP alone was analyzed. Due to technical 




Cherry‐positive  cells  and  a  protein  stability  value  of  “1”  indicating  that  both  proteins  share  the  same 
stability.  Next,  it  was  tested  whether  transfection  efficiencies  might  influence  the  calculated  protein 
stability (see Figure 42). This was an important question since an equal transfection efficiency can not be 
guaranteed for each GFP‐tagged construct. Cells expressing GFP alone with a high transfection rate were 















transfection  rate  is  accompanied  by  a  decrease  of  the  number  of  transfected  expression  plasmids  in 
individual cells. Therefore, it is possible that the metallothionein promoter is able to compensate for the 
reduction of expression plasmids to some extent, whereas the actin promoter  is not that efficient and 














the  reliability of protein  stability analyses  can be  further  improved by  reducing  their  fluctuations. This 
might be achieved by using the same promoter for the expression of the GFP‐tagged protein and 3XCherry, 
or by expressing these proteins from a common pre‐cursor transcript by using the T2A expression system 
(259). Beside this,  it  is questionable, whether  the qualitative analysis of  fluorescent signals might be a 









In Drosophila, Dap  is  the only CKI that  is homologue to the mammalian CKI proteins p21, p27 and p57 

















not  to  be  strictly  required  to  activate  the  CRL4‐Cdt2  dependent  degradation  pathway.  The  second 
difference between the Dap PIP‐degron and its consensus sequence is an exchange of an aromatic residue 
for methionine.  Also  here,  both  amino  acids  are  similar  in  their  chemical  properties  (non‐polar),  and 
therefore the PIP‐degron was not assumed to be affected by this mutation. This assumption is supported 
by the CRL4‐Cdt2 target substrate CKI1 from C. elegans, which contains the same replacement (207). Taken 







































belong  to  the  class  of  basic  residues.  Therefore,  it  is  possible  that  both  residues  contribute  to  the 
interaction with CRL4‐Cdt2. Notably, Dap‐dCDI‐R194A was more unstable than Dap‐dCDI‐dPIPa indicating 
that the destabilizing function of the PIP‐degron was not completely lost by the R194A mutation (see Figure 
49).  Anyway,  although  the  residue  at  position  +3  has  not  been  described  as  a  consensus  PIP‐degron 
residue, a basic  residue at this position might also contribute to the complete  functionality of the PIP‐
degron  in  special  cases, with Dap being one of  them. Taken  together,  the protein stability analyses of 
different PIP‐degron Dap mutants have shown that Dap contains a functional PIP‐degron, which mediates 
instability  during  S‐phase.  These  observations were  confirmed by  a  recent  publication  from Duronio’s 
workgroup, who has demonstrated that  the PIP‐degron drives downregulation of Dap protein  levels  in 


























detected  with  a  very  low  Matrix  score  (see  Table  39).  Assuming  that  CycE/Cdk2  was  specifically 

































in  this  thesis.  The  presence  of  a  functional  SCF‐Rca1  complex  in  vivo  was  given  by  the  fact  that 
polyubiquitinated substrates were only found in complex with Rca1, but not when the F‐box was deleted 
(see  Figure  16).  Next,  it  was  assessed,  whether  SCF‐Rca1  recruits  Dap  for  polyubiquitination.  Here,  a 
previously described method allowing the capture of SCF target substrates upon their polyubiquitination 
was applied (246). In this method, F‐box proteins are fused to UBA domains that possess a high affinity to 
polyubiquitin  chains.  This modification allowed  the detection of polyubiquitinated  target  substrates  in 
precipitates of UBA‐fused F‐box proteins. It was thought, that this might also work for SCF‐Rca1 and its 
potential target substrate Dap. However, fusion of UBA domains to Rca1 derived from the UBA‐containing 
proteins  Rad23  or  Dsk2  did  not  trap  polyubiquitinated  forms  of  Dap‐dCDI‐dPIPa  (see  section  3.2.2). 
However, this negative result was not regarded as evidence that Dap is not targeted for degradation by 
SCF‐Rca1.  In  general,  it  is  not  clear, whether  the  cloned UBA domains  are even  functional. Moreover, 
structural  conditions  might  prevent  the  capturing  process.  This  was  also  observed  by  studies  from 















2) Usually,  the  target  substrate binds near  to  the F‐box domain,  likely  to bring  the  substrate  in close 
proximity to the SCF complex and E2 enzyme for polyubiquitination (172). Interaction studies with N‐ 
and C‐terminal truncated Rca1 constructs restricted the interaction interface to a region (residues 100 




3) SCF  target  substrates  are usually  phosphorylated before  they  are  recognized by  the  F‐box protein 
(170).  In  this  context,  it  was  questioned  which  kinase  might  stimulate  phosphorylation  of  Dap. 
Interestingly,  Dap  was  phosphorylated  by  human  CycE/Cdk2  in  vitro  (211).  In  mammals, 




















(213).  Thus,  it  is  likely  that one or  several of  the other Cdk  sites  (center:  S132,  S139,  S145 and C‐
terminal: S213) mediate association with Rca1 upon phosphorylation, although these sites are not part 
of  the  typical  S‐P  consensus.  Therefore,  further  analyses  with  Cdk  site  mutants  are  necessary  to 
identify the Cdk sites relevant for Rca1 binding. However, it is still possible that it is not Dap, but Rca1 
that  gets  phosphorylated  to  stimulate  the  interaction  with  Dap.  Accordingly,  in  Rca1,  two  Cdk 
phosphorylation sites, S112 and S196 were predicted within the Dap interacting region by using the 
tool KinasePhos 2.0  (data not shown). Finally,  it can not be excluded  that CycE/Cdk2 mediates  the 
interaction between Rca1 and Dap indirectly. 
4) F‐box proteins function as substrate recognition subunits and recruit the substrate to the SCF complex 
for  ubiquitination  and  subsequent  degradation  (170).  Interaction  studies  combined  with  protein 
stability analyses have shown  that  the stability of Dap depends on  its ability  to bind Rca1. Several 


























dCDI‐6A  mutant,  K195  is  already  mutated  to  alanine  and  this  mutation  did  not  cause  complete 
stabilization suggesting that K192 is essential for polyubiquitination by SCF‐Rca1. The importance of 
specific lysine residues for ubiquitination is supported by studies of the APC/C‐Cdh1 inhibitor Acm1 in 
yeast  (260).  Like  Rca1/Emi1,  Acm1  directly  binds  and  inhibits  APC/C‐Cdh1.  Mutation  of  specific 
residues  to  lysine  (N83K‐N84K) promoted APC/C‐Cdh1‐mediated ubiquitination of Acm1  in vitro. A 
similar  observation was made  for  the  SCF‐Hos/βTrCP  target  substrate  LMP1‐95‐8,  a  variant  of  the 
latent  membrane  protein  of  the  Epstein‐Barr  virus  (261).  Replacing  specific  residues  with  lysine 
residues  (L339K‐M340K)  stimulated  LMP1‐95‐8  destabilization  by  SCF‐Hos/βTrCP.  Thus,  the 
positioning of lysine residues within E3‐ligase substrates can play an important role for the formation 








in an F‐box dependent manner. This  is  supported by overexpression experiments  in which Rca1 or 




binds and polyubiquitinates Dap to  initiate  its degradation.  It should be noted, that all protein stability 
analyses  of  Dap  were  performed  using  a  version  of  Dap  (Dap‐dCDI‐dPIPa)  that  is  uncoupled  from 
destabilization  by CRL4‐Cdt2 during  S‐phase.  Thus,  side  effects  from  this  degradation  pathway  can  be 
















due  to  ectopic  APC/C‐Fzr  activity  in  G2‐phase  (230,  235).  Consistent with  that,  rca1[2] mutants were 
rescued by overexpression of a full length Rca1 construct, but not when the ZBR was disrupted by the point 




box  under  the  control  of  the  endogenous  rca1  promoter  (236).  Thus,  an  intact  F‐box  is  additionally 
required  to  inhibit  APC/C‐Fzr  activity.  The  question  therefore  arose  by  which  mechanism  the  F‐box 
provides this function. Interaction studies and protein stability measurements in this thesis demonstrated 
that the F‐box is required for the assembly of an SCF‐Rca1 complex that targets the CycE/Cdk2 inhibitor 
Dap  for  degradation.  Cdk  activity  has  been  shown  to  inhibit  the  assembly  of  APC/C‐Cdh1  by 
phosphorylation  of  Cdh1  (131,  262).  In  Drosophila,  CycE/Cdk2  is  able  to  inhibit  APC/C‐Fzr  activity 
suggesting that CycE/Cdk2 mediates phosphorylation of the Cdh1 homologue Fzr (163, 230). This led to 
the  proposal  of  a  model  in  which  SCF‐Rca1  contributes  to  APC/C‐Fzr  inhibition  by  targeting  Dap  for 
degradation  (see  Figure  32).  In  vivo  APC/C  activity  assays were  used  to  analyze  this  hypothesis.  Rca1 
constructs with F‐box and/or ZBR mutations were overexpressed and assessed for their ability to stimulate 
APC/C‐Fzr  inhibition  in G2‐phase  in  rca1 mutant  cells  (see  section 3.3.3). Wildtype Rca1  fully  restored 
APC/C‐Fzr  inhibition  (see  Figure  33,  Figure  35). Mutation  of  the  F‐box  by M182T  (Rca1‐M182T)  or  its 
deletion (Rca1‐dFbox) reduced APC/C‐Fzr inhibition, and a similar phenotype was observed for the ZBR 
mutation  C351S  (Rca1‐C351S).  Each  mutation  failed  to  reduce  APC/C‐Fzr  activity  to  the  same  extent 








levels  that  are  sufficient  for  complete APC/C‐Fzr  inhibition.  Therefore,  the  observed  loss  of  APC/C‐Fzr 
inhibition is caused by the different mutations in the Rca1 coding sequence. Next, it was tested, whether 
RNAi treatment against dap rescues the deficiency of the Rca1 mutants to inhibit APC/C‐Fzr. According to 
the  assumption  made  in  the  model,  the  F‐box  downregulates  Dap  protein  levels  to  allow  APC/C‐Fzr 

























unexplainable  observations  were  obtained  with  the  C351S  mutation  that  inactivates  the  ZBR  region 
required for APC/C inhibition (see section 3.3.3). In comparison to wildtype Rca1, Rca1‐C351S failed to fully 
inhibit  APC/C‐Fzr  activity  (see  Figure  36).  Surprisingly,  additional  RNAi  treatment  against  dap  further 
reduced the ability of Rca1‐C351S to stimulate APC/C‐Fzr inhibition (see Figure 40). Interestingly, protein 
stability analyses of Dap‐dCDI‐dPIPa  revealed a  functional  interaction between the ZBR and CycE/Cdk2 
activity (see section 3.4.3.6). Destabilization of Dap‐dCDI‐dPIPa by Rca1 was pushed by upregulation of 
CycE/Cdk2  activity.  However,  the  CycE/Cdk2  destabilizing  effect  was  lost  when  the  ZBR  in  Rca1  was 
mutated by C351S. Thus,  the ZBR might be required to stimulate CycE/Cdk2 activity. However,  further 




































Indirect  APC/C‐Fzr  inhibition  is  initiated  by  an  increase  in  CycE/Cdk2  activity  at  the  G1/S  transition.  Phosphorylation  of  the 
CycE/Cdk2  inhibitor Dap mediates  its  recruitment  to  SCF‐Rca1, which  catalyzes  the  polyubiquitination  of  Dap  resulting  in  its 

























the  rca1[2] mutant  phenotype.  The  rca1[2]  allele  encodes  for  a  Rca1  protein  that  contains  the  point 
mutation A344T  inside  the ZBR  (235)  suggesting  that  the  failure  to enter mitosis 16  in  rca1[2] mutant 

















mammalian  system,  the  interaction  of  the  CKI  proteins  p21,  p27  and  p57  with  CycE/Cdk2  is  even  a 
prerequisite for their recognition by SCF‐Skp2 (183). The same might account for SCF‐Rca1 that is only able 
to recognize Dap in complex with CycE/Cdk2, explaining why SCF‐Rca1 plays such an important role for 
APC/C‐Fzr  inhibition.  Degradation  of  Dap  releases  CycE/Cdk2  activity  to  stimulate  efficient  APC/C‐Fzr 






















target  substrate,  were  successfully  expressed  in  E.  coli  and  purified.  Adding  these  components  to 
reticulocyte  lysate  resulted  in  the  formation  of  Geminin  Ubiquitin  conjugates.  To  specifically  analyze 
Drosophila APC/C‐Fzr activity, several attempts were made to  isolate active APC/C‐Fzr  from Drosophila 
embryos.  Transgene  embryos  expressing  the  APC/C  subunit  Cdc16  tagged  to  GFP  were  used  for 





























to  yield  a  higher  concentration  of  protein  upon  purification  without  the  need  of  its  subsequent 





precipitate  and  4XFLAG‐Fzr  was  not  constantly  reproducible.  Often,  assays  failed  to  form  Geminin 
Ubiquitin conjugates. The same was observed when other tagged components of the APC/C complex were 
used  for  its  purification  from  Drosophila  embryos  (D.  Bergér,  personal  communication).  Since  the 
transgene embryos and cell lines still expressed the endogenous APC/C component, it is conceivable that 
the  endogenous  untagged  component  is  preferentially  integrated  into  the  APC/C  complex,  thereby 
reducing the chance for the assembly of recombinant APC/C. Thus, mostly, cells used for APC/C purification 
did not contain enough active recombinant APC/C, which would explain why only a few precipitates did 





Surprisingly,  the  mass  spectrometric  analysis  of  the  Rca1  precipitate  has  revealed  more  than  1,000 
different proteins (see section 3.1.2). Precipitation of Rca1 was performed by agarose beads. Since agarose 
beads are very porous, most of the identified proteins were likely bound unspecifically. This is supported 
by the analysis of  the Dap‐dCDI‐dPIPa precipitate,  in which almost 1,000 different  interaction partners 
were identified. Rca1 plays an essential role in cell cycle regulation, and therefore, it was assumed that 
Rca1 mediates  its  cell  cycle  regulatory  function by  the  interaction and modification of other  cell  cycle 
proteins.  Restricting  the  analysis  of  Rca1  binding  partners  to  proteins  that  are  involved  in  cell  cycle 
regulation strongly reduced the number of identified proteins to around 150 (see Table 39). These proteins 






with  this,  the  APC/C‐Fzr  components  APC2/Mr,  Cdc16  and  Fzr  were  found  in  the  Rca1  precipitate. 




















is  important  to  stimulate  APC/C‐Fzr  inhibition  to  allow  accumulation  of mitotic  cyclins  and  entry  into 








proteins  are  regulated  by  Skp2.  In  addition  to  the  proteins mentioned  so  far,  several more  cell  cycle 







achieve  this. Beside  this,  the  two  kinases CycB/Cdk1 and  the polo  kinase were also  identified as Rca1 
interaction partner. Consistently, these kinases have been implicated in the regulation of Emi1 stability in 
the  vertebrate  system  (219,  222,  227).  This  might  also  account  for  Rca1,  even  when  timing  and 
mechanisms regulating Rca1 degradation differ from that of Emi1 (232). Ban et al. described a so called 
END  (Emi1/NuMA/dynein‐dynactin)  network  that mediates  APC/C  inhibition  at  spindle  poles  to  allow 







































































































































CO_002  Amplification of DNA for in vitro transcription CCTTTTGCTCACATGTTCTTTCC 

















Plasmid  Insert  Promoter  3’‐UTR  Alternative name  Purpose 
pFSR‐0092  LacZ  LacPro ‐ ‐ 9)
pFSR‐0207  HA‐NLS‐CycB‐
S286_K530del‐2XGFP 
MtPro ‐ CycB‐N285‐2XGFP 1)
pFSR‐0251  4XFLAG‐Rca1  MtPro SV40UTR ‐ 3), 6)
pFSR‐0255  Rca1  T7  ‐ ‐ 2)
pFSR‐0372  4XFLAG‐Rca1‐
Q164_L203delinsPG 
MtPro SV40UTR 4XFLAG‐Rca1‐dFbox  3)
pFSR‐0419  HA‐CycE  MtPro CycE‐3’UTR ‐ 3), 4)
pFSR‐0440  6XHIS‐TEV‐FLAG‐Fzr  PhPro SV40UTR ‐ 10)



















































pFSR‐0599  4XFLAG‐Fzr SP6 GloACUTR ‐ 5)
pFSR‐0659  4XFLAG‐SkpA  MtPro ‐ ‐ 7)
pFSR‐0665  Dap  T7  ‐ ‐ 2)









































































































MtPro SV40UTR GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa  4)
pFSR‐0837  4XFLAG‐Rca1  PubPro ryUTR ‐ 4)
pFSR‐0843  4XFLAG‐Rca1‐
UBA(Dsk2) 





MtPro SV40UTR 4XFLAG‐Dap‐dCDI‐dPIPa  6)
pFSR‐0848  UBA(Rad23)‐4XFLAG‐
Rca1 





Plasmid  Insert  Promoter  3’‐UTR  Alternative name  Purpose 
pFSR‐0849  UBA(Dsk2)‐4XFLAG‐
Rca1 
PubPro ryUTR ‐ 4)
pFSR‐0850  4XFLAG‐Rca1‐
UBA(Rad23) 
PubPro ryUTR ‐ 4)
pFSR‐0856  Cul4  T7  ‐ ‐ 2)










































PubPro ryUTR 6XHIS‐4XFLAG‐Ub 8)
pFSR‐0952  4XFLAG‐Skp2  PubPro ryUTR ‐ 11)
pFSR‐0955  3XHA‐Rca1 PubPro ryUTR ‐ 4), 7), 8)
pFSR‐0977  3XHA‐Rca1‐
Q164_L203delinsPG 








































































PubPro ryUTR 4XFLAG‐Dap‐Del‐1‐159‐dPIPa  4)
pFSR‐1088  4XFLAG‐Dap‐
M1_T188del 
PubPro ryUTR 4XFLAG‐Dap‐Del‐1‐188  4)
pFSR‐1113  4XFLAG‐Rca1‐
G150_L203delinsPG 
MtPro SV40UTR 4XFLAG‐Rca1‐dFbox‐full  3)
















PubPro ryUTR 3XHA‐Rca1‐dFbox‐full  4), 7), 8)
pFSR‐1139  3XHA‐Rca1‐
M1_L203del 



















pFSR‐1155  3XHA‐Rca1‐M182T  PubPro ryUTR ‐ 4), 7)
pFSR‐1156  3XHA‐ Rca1‐L160D‐
Q164P‐P165G‐I170T 






PubPro ryUTR 4XFLAG‐Dap‐dCDI‐dPIP  4)
pFSR‐1158  3XHA‐Rca1‐
Q204_F411del 



































































Antigen  Number  Source  Western Blot  Co‐IP  Distributor 
Cherry  362  Rabbit  1:2000 ‐ Unknown 
FLAG  374  Mouse  1:5000 1:500 Sigma 
GFP  387  Mouse  1:2000 1:250 Roche 
HA  373  Mouse  1:2000 ‐ Cavance 
         
5.9.2 Secondary	antibodies	
Table 10: Secondary antibodies used for the detection of proteins in the Odyssey system 
Antigen  Number  Source  Fluorochrome  Dilution  Distributor 
Mouse  381  Goat  IRDye 680LT 1:5000 Li‐Cor 
Rabbit  366  Goat  IRDye 680 1:5000 Li‐Cor 


































































































































































































































































































































6%  5.4 2.0 2.5 0.1  100  10
7%  5.1 2.3 2.5 0.1  100  10
8%  4.7 2.7 2.5 0.1  100  10
9%  4.4 3.0 2.5 0.1  100  10
10% 4.1 3.3 2.5 0.1  100  10
11% 3.7 3.7 2.5 0.1  100  10
12% 3.4 4.0 2.5 0.1  100  10
13% 3.1 4.3 2.5 0.1  100  10
14% 2.7 4.7 2.5 0.1  100  10












































































































































































































































































































































































































































Step  Temperature  Duration  Cycles 
1: Initial denaturation   96 °C  30 sec   





























































































After  separating DNA  fragments  in  an agarose gel,  the  corresponding bands were  cut out  by  a  sterile 
scalpel on an UV table that emits UV light at 312 nm. The purification of the DNA from the excised agarose 
pieces was  carried  out  by  using  the  Invisorb  Spin DNA  Extraction  Kit  according  to  the manufacturer’s 
instructions.  
6.1.7.4 Isolation	of	DNA	fragments	after	PCR	


































Digestion  of  DNA  was  performed  using  restriction  endonucleases  in  buffers  and  at  temperatures 














DNA  5000 ng  30 µl  5 µl  500 ng 
10X restriction buffer  4 µl  4 µl 1 µl 2 µl
Restriction enzyme  1 µl each  1 µl each 0.5 µl each 0.5 µl each
H2O  Ad 40 µl  Ad 40 µl   Ad 10 µl Ad 20 µl










































































Mass  spectrometry was  applied  as  an  analytical  technique  for  the  identification  of  in  vivo  interaction 
partners of a protein of interest (bait protein) in S2R+ culture cells. The bait protein was terminally fused 
to  a  FLAG  epitope,  overexpressed  and  subjected  to  anti‐FLAG  immunoprecipitation.  Co‐precipitated 
proteins were separated by SDS‐PAGE, stained with Coomassie, excised and in‐gel trypsin digested. Tryptic 
peptides  were  sent  to  the  MS  facility  (AG  Deutzmann)  for  tandem  mass  spectrometric  analysis  (LC‐
MS/MS).  LC‐MS/MS  analyses  were  performed  with  following  components  (A.  Bruckmann,  personal 



































































































































culture  cells.  For  this,  a  protein  of  interest  (bait  protein) was  terminally  tagged with  a  FLAG  epitope, 












































































For  the  immunological detection of  specific proteins after SDS‐PAGE (see section 6.2.2), proteins were 
transferred  electrophoretically  onto  a  nitrocellulose membrane using  a  semi‐dry  blotting  system.  Two 
whatman  papers  and  a  nitrocellulose  membrane  were  soaked  in  transfer  buffer  3  and  used  for  the 























































Heterologously  expressed  proteins  fused  to  a  polyhistidine  epitope  were  purified  by  affinity 





































































APC/C was obtained by precipitation of  the potential APC/C  subunit  Cdc16‐MYC‐TEV‐GFP  (Cdc16‐GFP) 




























































































Seeding  of  cells  was  performed  on  the  same  day  as  the  cell  culture  splitting  procedure  (see  section 




















Schneider’s Drosophila medium  Ad 150 µl Ad 75 µl
Total volume  150 µl  75 µl


























































































nuclear polyhedrosis virus  (AcMNPV) polyhedrin promoter. The expression construct  is  flanked by TN7 
sites that allow transposition into a mini‐attTn7 attachment site. Generation of recombinant baculovirus 
DNA via TN7‐mediated transposition was carried out in vivo in DH10EmBacY E. coli cells that contain the 
bacmid  EMBacY  carrying  a mini‐attTn7  target  site  for  integration of  the  expression  construct  into  the 
baculovirus  genome,  and  a  helper  plasmid  providing  Tn7  transposition  function.  The  mini‐attTn7 
attachment site is located in the lacZα gene facilitating identification of recombinant clones by blue‐white‐
screening.  Recombinant  baculovirus was  generated by  transfecting  the  recombinant bacmid DNA  into 
SF21 insect cells. High‐titer stocks of recombinant baculovirus were used to infect SF21 insect cells for high 
expression of  the  recombinant protein of  interest. Protein expression was monitored by analyzing  the 






























































































































































































Gates  and histograms applied  for  the analysis of  flow  cytometric data  are  illustrated by an example,  as  shown above.  (A‐
C,E,F,H,I,L)  S2R+  cells were  co‐transfected with  a GFP  fluorescent  construct,  HA‐NLS‐CycB‐S286_K530del‐2XGFP,  and  a 
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Table  39:  4XFLAG‐Rca1  precipitate  from  S2R+  cells  was  analyzed  by  LC‐MS/MS.  Raw MS  data were  searched  against  the 
Drosphila UniProtKB database. Identified proteins were restricted to proteins involved in cell cycle regulation using the gene 
ontology  browser  QuickGo  (GO‐term  “cell  cycle”/GO:0007049,  releationship  settings:  is_a,  part_of,  occurs_in,  regulates, 
positively_regulates and negatively_regulates) 
Protein  Biological process (related to GO term “cell cycle”)  Score  No. of peptides  SC [%] 











Khc‐73  establishment of spindle orientation 951.0 23  15.4










alphaTub84B  mitotic spindle assembly checkpoint 880.6 16  51.1
















Cul1  mitotic G2 DNA damage checkpoint 738.1 17  26.7
alphaCOP  male meiosis cytokinesis 649.8 17  18.2
RpL10Ab  centrosome duplication  584.3 10  47.9











me31B  mitotic G2 DNA damage checkpoint 492.4 13  37.3




Act57B  mitotic cytokinesis  428.8 10  31.9












REG  regulation of G1/S transition of mitotic cell cycle 382.1 9  37.6




mEFTu1  mitotic cell cycle  345.2 7  27.2
CCT4  mitotic spindle organization 343.7 10  25.3























RpS6  centrosome duplication  274.1 4  18.1


















eIF3‐S6  regulation of cell cycle  226.1 5  13.8
CCT7  mitotic spindle organization 222.2 7  17.6
lark  mitotic nuclear division  218.8 6  21.3
RpL23A  centrosome duplication  216.1 5  13.0







rept  mitotic G2 DNA damage checkpoint 206.1 4  10.0








SF2  mitotic G2 DNA damage checkpoint 192.2 6  22.4
RpL8  centrosome duplication  189.1 4  21.9






















RpL6  centrosome duplication  158.4 3  10.3





spidey  negative regulation of DNA endoreduplication 151.4 4  15.6










RpA‐70  mitotic G2 DNA damage checkpoint 116.0 4  8.3
LanA  female meiosis chromosome segregation 113.2 4  1.5
Cul4  mitotic G2 DNA damage checkpoint 108.3 4  5.4













cher  mitotic nuclear division  101.5 4  2.8




Cdc5  centrosome duplication  99.8 3  6.9



























Nup43  mitotic nuclear division  91.3 2  8.9
RpL30  centrosome duplication  90.5 3  25.2
mr  regulation of cell cycle  90.4 2  4.1
Jra  regulation of cell cycle  87.5 3  14.9
RpL13A  centrosome duplication  86.5 2  9.3












RpL19  centrosome duplication  83.2 1  8.4
Su(var)205  mitotic nuclear division  83.0 1  9.2







CG31687  regulation of mitotic metaphase/anaphase transition 78.5 2  6.3








ens  centrosome separation  74.0 3  7.3












M1BP  mitotic G2 DNA damage checkpoint 60.3 1  2.6






Ras85D  G1/S transition of mitotic cell cycle 57.1 2  11.1











MBD‐R2  mitotic G2 DNA damage checkpoint 53.2 2  1.7




mor  negative regulation of G1/S transition of mitotic cell cycle 52.6 3  3.3
mgr  spindle assembly involved in meiosis 50.3 2  10.3













RpL35  centrosome duplication  46.9 1  10.6
PCNA  mitotic spindle organization 42.1 1  7.3
emb  centriole replication  40.3 2  2.5





Rpb5  mitotic G2 DNA damage checkpoint 38.0 1  8.1


































Dlic  mitotic nuclear division  30.5 1  3.8























mio  regulation of meiotic nuclear division 23.6 1  1.6















CG5181  mitotic cell cycle checkpoint 22.1 1  4.4
COX4  mitotic cell cycle  21.4 1  6.6
mip130  cell cycle  20.9 1  1.6


















kst  mitotic cytokinesis  17.9 1  0.3
mip40  cell cycle  17.8 1  6.4










wds  mitotic G2 DNA damage checkpoint 17.3 1  3.9
aub  mitotic chromosome condensation 17.2 1  1.5











































SCAR  actin filament reorganization involved in cell cycle 15.3 1  2.9
































cindr  regulation of cytokinesis  1249.9  21  30.5
alphaTub84D  mitotic cytokinesis  837.5 15  49.3









Dis3  mitotic cell cycle  406.7 13  17.1
Khc‐73  establishment of spindle orientation 359.8 12  8.6
RpL10Ab  centrosome duplication  333.1 8  41.0


























RpL30  centrosome duplication  253.6 5  53.2
Khc  centrosome separation  250.3 7  7.9
me31B  mitotic G2 DNA damage checkpoint 246.1 6  19.2
RpS6  centrosome duplication  245.8 5  18.1
CCT4  mitotic spindle organization 232.5 6  22.7
Kap‐alpha3  mitotic G2 DNA damage checkpoint 216.3 4  10.3
RpL21  centrosome duplication  215.2 6  27.7








rept  mitotic G2 DNA damage checkpoint 208.9 5  12.5

















alphaCOP  male meiosis cytokinesis 177.2 6  5.7






























RpL23A  centrosome duplication  139.3 3  9.0













42979  cell cycle 100.9 1  3.0
ebi  cell cycle 91.5 2  4.6
spidey  negative regulation of DNA endoreduplication 91.1 2  9.7





Bub3  mitotic spindle assembly checkpoint 79.0 3  12.6
RpA‐70  mitotic G2 DNA damage checkpoint 77.8 2  4.0







REG  regulation of G1/S transition of mitotic cell cycle 72.1 3  15.5





RfC38  sister chromatid cohesion 62.7 2  6.5
mEFTu1  mitotic cell cycle  61.8 2  8.0









SF2  mitotic G2 DNA damage checkpoint 54.2 2  10.2
ens  centrosome separation  54.0 1  1.7





SmD3  mitotic nuclear division  46.7 1  6.6
pzg  positive regulation of mitotic cell cycle 46.2 2  3.3
Su(var)205  mitotic nuclear division  44.6 1  9.2






















RpL19  centrosome duplication  34.6 1  8.4




M1BP  mitotic G2 DNA damage checkpoint 32.8 1  2.6
















Cul1  mitotic G2 DNA damage checkpoint 29.4 1  1.4


















SmD2  mitotic nuclear division  26.4 1  6.7








































JIL‐1  female meiosis chromosome segregation 21.5 1  1.2
timeout  DNA damage checkpoint 19.9 1  0.7
CCT7  mitotic spindle organization 19.0 1  2.2
Rpb8  mitotic G2 DNA damage checkpoint 18.4 1  5.4
mip120  cell cycle 18.0 1  2.0
Su(var)2‐10  mitotic G2 DNA damage checkpoint 17.7 1  1.9
spd‐2  astral microtubule organization 17.6 1  1.2
wake  establishment of mitotic spindle orientation 17.2 1  1.1





RfC3  sister chromatid cohesion 16.4 1  3.9













Spc105R  attachment of spindle microtubules to kinetochore 15.6 1  0.4























dies  geschieht  1)  durch  Cdk‐abhängige  Phosphorylierung  der  APC/C‐aktivierenden  Untereinheit  Fzr, 
wodurch Fzr nicht mehr mit dem APC/C interagieren kann, und 2) durch direkte Inhibition von APC/C‐Fzr 




Zellen  mittels  Massenspektrometrie  analysiert.  Rca1  wurde  in  Komplex  mit  SCF  Komponenten  und 
anderen  Zellzyklus‐regulatorischen  Proteinen  wie  Dap  und  Skp2  gefunden.  Rca1  bindet  in  vivo  F‐box 
abhängig  polyubiquitinierte  Substrate, was  auf  einen  funktionalen  SCF‐Rca1  Komplex  hinweist. Um  zu 
analysieren, ob SCF‐Rca1 die Proteinstabilität von Dap und Skp2 beeinflusst, wurde eine Methode für die 











Interaktion  benötigt  werden.  Solche  N‐terminal  verkürzten  Dap‐Konstrukte  zeigten  auch  eine  starke 
Stabilisierung von GFP‐Dap‐dCDI‐dPIPa. Durchflusszytometrie‐basierte in vivo APC/C‐Fzr Aktivitäts‐Assays 
in  S2R+  Zellen  wurden  verwendet,  um  die  funktionale  Interaktion  zwischen  SCF‐Rca1  und  Dap  zu 
analysieren. Ein Verlust der F‐box in Rca1 reduzierte dessen APC/C‐Fzr‐Inhibition. Durch gleichzeitige RNAi‐




unterbindet. Um die  Inhibition des APC/C durch Rca1 biochemisch  zu untersuchen, wurde ein  in  vitro 
APC/C‐Fzr Ubiquitinylierungsassay weiterentwickelt.  Frühere Experimente, den Drosophila APC/Fzr aus 
transgenen Embryos zu isolieren schlugen fehl. Aus diesem Grund wurde eine stabile Zelllinie, die die GFP‐
getaggte  APC/C  Komponente  Cdc16‐MYC‐TEV‐GFP  exprimiert,  etabliert.  Zusätzlich  wurde  Fzr  in 
Retikulozytenlysat in vitro translatiert und von Baculovirus‐infizierten SF‐21 Zellen aufgereinigt. APC/C‐Fzr‐






















dass man  sie  immer  finden  konnte.  Zudem hat mich  ihre  sorgfältige  Arbeit  im  Labor,  vorallem  in  der 
Zellkultur, sehr bei meinen Experimenten unterstützt.   
Nicht  zu  vergessen  sind  natürlich  Daniel  Bergér  und  Jan 




keine  durch  angezündete  Papier‐Reifen  springende  Spiel‐
zeugautos, keine mit Styropor gefüllte Schubläden, kein Eis 
zum  schlecken  von  der  begehrten  „Uschi“,  keine  festge‐
klebten Laborutensilien, kein duftender Fisch in Jans Weih‐
nachtskalendertürchen,  kein  unendlich  hoher  Leberkas‐
semmelkonsum, kein Battlebots, keine Glücksspiele, usw. … 
Des  Weiteren  bedanke  ich  mich  bei  Frau  Dr.  Astrid 











Figure  67  |  Gemütliches  Feiertagsbierchen  am 
Balkon … nach einem anstrengenden Arbeitstag 
Von links nach rechts: Daniel Bergér, Simon Eder (zur 









übernommenen  Gedanken  sind  als  solche  gekennzeichnet.  Die  Arbeit  wurde  bisher  in  gleicher  oder 
ähnlicher Form keiner anderen Prüfungsbehörde vorgelegt und auch nicht veröffentlicht. 
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